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1.序論  
	 細胞は常に外部からの様々な刺激を受けるが、適切なシグナル伝達経路によってその情報が細胞
表面の受容体から核内の転写因子に伝わり、最終的に特定遺伝子の転写を調節することにより、適
切に応答することができる。これら様々なシグナル伝達経路は互い影響し合い(クロストーク)、複
雑なネットワークを形成し、細胞全体として統率された情報伝達制御システムを形成している。 
	 本研究対象である Rap1B は、GTP 及び GDP
の結合により下流へのシグナル伝達の
ON/OFF を制御する低分子量 GTP 結合蛋白質
である。 Ras*1 など他の GTP 結合蛋白質と
同様、Rap1B は細胞質内において細胞膜近辺
に局在し、シグナル伝達系の上流制御因子と
して機能している。通常 Rap1B は GDP 結合型
(OFF 型, 以下 Rap1B-GDP)として存在するが、
細胞表面の受容体からグアニンヌクレオチド
交換因子 (Guanine nucleotide exchange factor, 
GEF)にシグナルが伝わると、GDP が GTP に
交換され、Rap1B に構造変化を引き起こし、
GTP結合型(ON型, 以下Rap1B-GTP)になる。RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase (CRaf)、
Ral guanine nucleotide dissociation stimulator (RalGDS)、Phospholipase Cε (PLCε)などの Rap1B から伝
達情報を受け取る下流の蛋白質(以下、下流蛋白質)は Rap1B-GDP から Rap1B-GTP への構造変化を
認識し、相互作用することで、シグナル情報を MAPK カスケードなどの各種シグナル伝達経路に
伝える (図.1)。そして、GTPase*2活性化蛋白質(GTPase associate protein, GAP)が Rap1B の持つ GTPase
活性を高め、GTP を GDP に加水分解し、元の Rap1B-GDP に戻すことでシグナル伝達はストップす
る(図.1)。シグナル伝達経路下流に伝えられた Rap1B のシグナルは、最終的に細胞増殖の制御や細
胞接着の制御、さらに脳のシナプスにおいて「記憶と学習」の分子メカニズムとして重要なシナプ
ス可塑性の制御にも関連する他、シグナル伝達系のクロストークを行うなど、細胞の維持に重要な
役割を発揮する(1,2,3)(図.1)。その他、脳海綿状血管腫や白血病、糖尿病などといった疾患との関連性
も報告されている(4,5,6)。 
	 これまで、Rap1B と約 50 %のアミノ酸相同性があり、なおかつ代表的な低分子量 GTP 結合蛋白
質である H-Ras(全長 186 残基)において、GTP 結合型(ON 型, 以下 H-Ras-GTP)と下流蛋白質との認
識機構について X 結晶構造解析や NMR などの手法を用いた研究が行われてきた。その結果、下流
蛋白質は H-Ras の GTP 結合部位近辺にある 2 つの loop 領域である Switch I (32-38 残基)と Switch II 
(60-70 残基)の僅かな構造変化を認識して相互作用することが示された(7)。また、H-Ras-GTP には、
2 つのコンフォメーション(State-1 および State-2)が存在し、H-Ras の Thr35 が GTP 近傍の Mg2+イオ
ンと配位結合している State-2 状態にのみ、H-Ras は下流蛋白質と相互作用する事が明らかになった
(8)。他の低分子量 GTP 結合蛋白質も同様に State-1 と State-2 が存在することが報告されているが、
溶液中での State-1 と State-2 の存在比は蛋白質によって異なる。このように、低分子量 GTP 結合蛋
白質には複雑な活性化メカニズムが存在し、それが下流蛋白質へのシグナル伝達の制御に影響を及
図.1 Rap1Bのシグナル伝達概略図 
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ぼしていると考えられている。しかしながら、Rap1B の活性化メカニズムに関しては明らかにされ
ていない点が多い。 
	 そこで本研究では Rap1B 単独の X 線結晶構造解析を行い、その活性化メカニズムを原子レベル
で議論した。本研究の成果は、Rap1B の ON/OFF メカニズムについて基礎的な知見を明らかにする
ほか、Rap1B が関与する疾患に対する新薬開発の可能性を探索する上で重要であると考えられる。 
 
2.実験方法  
1)蛋白質発現系の構築・発現・精製  
	 Rap1B (1-167 残基)の遺伝子は、成体ラット脳由来の cDNA ライブラリー(Geno Staff)より PCR 法
を用いて増幅され、pET21b (Novagen)に挿入された。その後、大腸菌を用いてシャペロンプラスミ
ド pGro7 (Takara)存在下で発現した。菌体破砕後、陰イオン交換カラム、ゲルろ過カラムを用いて
Rap1B を精製した。その後、別に発現・精製した GAP 活性を持つ蛋白質 SynGAP の C2-GAP ドメ
イン及び、GDP (Nacalai tesque)の存在下で Rap1B-GDP を調製した。また、GppNHp*3結合型 Rap1B 
(以下、Rap1B-GppNHp)は Rap1B-GDP から既報に基づいて調製した。Rap1B の変異体(T35A、T35S、
L9V、T65A)は PCR 法を用いて変異体遺伝子を作成し、同様の発現、精製法で調製した。 
	 Rap1B から伝達情報を受け取る下流蛋白質である CRaf-RBD (51-131 残基)、RalGDS-RA (778-864
残基)、PLCε–RA2 (2111-2225 残基)の遺伝子は、成体ラット脳由来の cDNA ライブラリー (Geno staff)
より PCR 法を用いて増幅し、N 末端に GST タグを付加した融合蛋白質となるように pET21b 
(Novagen)中に挿入した。大腸菌を用いて蛋白質を発現し、Glutathione Sepharose 4B (GE)レジン、陰
イオン交換カラム、ゲル濾過カラムを用いて精製した。 
 
2)Rap1Bの結晶化  
	 Rap1B-GDP と Rap1B-GppNHp 、 お よ び 変 異 体 で あ る Rap1B(L9V)-GppNHp と
Rap1B(T65A)-GppNHp は 10mg/ml まで濃縮し結晶化に用いた。結晶化スクリーニングは Hydra II 
(Thermo Scientific)を用いたシッティングドロップ蒸気拡散法で行い、結晶化溶液には市販のスクリ
ーニングキット(QIAGEN)を用いた。粗結晶が析出した結晶化条件を詳細に検討し、ハンギングド
ロップ蒸気拡散法で X 線結晶構造解析に適した良質な結晶を得ることができた。 
 
3)X線結晶構造解析  
	 得られた結晶を用いて、高エネルギー加速器研究機構の Photon Factory BL17A にて X 線回折強度
データを測定し、プログラム HKL2000 および iMOSFLM で回折データの指数付け、積分、スケー
リング処理を行った。初期位相はすでに報告されている H-Ras-GppNHp (PDB 5P21)をモデルとし、
プログラム MOLREP を用いた分子置換法*4で得た。構造の構築と修正はプログラム COOT を使用
し、構造精密化にはプログラムパッケージ PHENIX を使用した。構造の検証には MolProbity を用い
た。 
 
4)等温滴定型熱量 (ITC)測定  
	 Rap1B-GppNHp (ワイルドタイプ及び変異体)を 20 mM HEPES-NaOH pH 7.4、150 mM NaCl、10 mM 
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MgCl2 溶液に脱塩カラムを用いて置換し、約 1 mM まで濃縮した。一方、各種下流蛋白質も約 100 µM
まで濃縮した。MicroCal iTC200 (Malvern)のセルに各種下流蛋白質を、シリンジに Rap1B を入れ、
25 °C で滴定実験を行った。データ解析はプログラム GUSSI、SEDPHAT を用いて行った。 
 
3.結果  
1)Rap1B-GDPおよび Rap1B-GppNHpの結晶化・X線回折実験・構造解析  
	 数々の結晶化条件を検討し、Rap1B-GDP は 0.1 M Li2SO4、0.1 M Tris-HCl pH 8.5、30 %(v/v) PEG4000、
1 mM CdCl2で、Rap1B-GppNHp は 0.1 M HEPES pH 7.5、12 %(v/v) PEG3350、5 mM CdCl2の結晶化
溶液を用いることで良質な結晶を得ることに成功した。X 線回折実験の結果および精密化の統計値
を表.1 に示す。得られた Rap1B-GDP および Rap1B-GppNHp の結晶は同じ空間群(P212121)に属し、
ほぼ同じ格子長であった。また、非結晶単位胞中に 1 分子の Rap1B が存在した。 
 
表.1 回折実験データの統計値と精密化統計値. 括弧内は最外殻のデータを示す. 
 Rap1B(Wild)-GppNHp Rap1B(Wild)-GDP Rap1B(L9V)-GppNHp Rap1B(T65A)-GppNHp 
Data collection     
  Resolution range (Å) 50.0 – 1.00  
(1.02 – 1.00) 
50.0 – 1.20  
(1.22 – 1.20) 
35.42 – 1.17 
(1.19 – 1.17) 
33.96 – 1.25 
(1.27– 1.25) 
  Space group P212121 P212121 P212121 P21 
  Unit-cell parameters     
     a (Å) 43.72 43.52 43.60 37.42 
     b (Å) 52.46 52.43 52.60 59.04 
     c (Å) 60.79 60.55 60.72 68.07 
     α (°) 90.00 90.00 90.00 90.00 
     β (°) 90.00 90.00 90.00 93.68 
     γ (°) 90.00 90.00 90.00 90.00 
  No. of measured reflections 421,896 150,480 413,294 344,135 
  No. of unique reflections 71,678 41,776 47,011 78,079 
  Completeness (%) 93.9 (92.3) 94.7 (87.1) 98.0 (93.3) 95.5 (92.7) 
  Mean I/σ(I)  38.3 (5.1) 27.3 (2.5) 23.3 (8.9) 12.5 (3.0) 
  Rmerge (%) 7.0 (53.2) 5.5 (34.9) 4.7 (16.7) 5.1 (43.3) 
Refinement statistics     
  Resolution range (Å) 18.90 – 1.00 24.85 – 1.20 35.42 – 1.17 33.96 – 1.25 
  R factor (%) 19.6 19.5 17.6 14.6 
  Rfree (%) 21.1 22.4 21.9 17.2 
R.m.s. deviations from ideal     
  Bond lengths (Å) 0.006 0.007 0.009 0.007 
  Bond angles (°) 1.265 1.171 1.477 1.240 
 
 
 
2)Rap1B-GDPと Rap1B-GppNHpの構造比較  
	 Rap1B-GDP と Rap1B-GppNHp は他の低分子 GTP 結合蛋白質と同様に 5 つの α ヘリックスと、6
つの β ストランド、そして 10 つのループにより構成されていた。また、Mg2+イオンが GDP および
GppNHp と Switch I の間に配位していた(図.2)。両構造の Cα 重ね合わせ時の平均 Rmsd 値は 0.3 Å
であることから、Rap1B の活性化に伴うヌクレオチドの交換は全体構造に影響を与えないことが示
された。しかしながら、両構造の Switch I および Switch II 部位の平均 Rmsd 値は全体の平均 Rmsd
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値より有意に高い(0.5 Å および 0.8 Å)ことから、ヌクレオチドの交換によって両ループ領域が局所
的に影響を受けることが明らかになった。 
A B
 
図.2 Rap1B-GDP(A)と Rap1B-GppNHp(B)のヌクレオチド周辺のモデル構造と 
2mFo-DFc電子密度マップ. 
 
3)他の Ras蛋白質との比較  
	 今回解明した Rap1B-GppNHp の単独構造は、Thr 35 が Mg2+と配位結合を形成していなかったこ
とから、 State-1 に相当すると考えられる。すなわち、ON 型だが下流蛋白質と相互作用しない、
いわば中間状態の構造であった。しかしながら、Ras サブファミリーに属する他の低分子量 GTP 結
合蛋白質の GTP 結合型の単独構造では、そのほとんどが State-2 に相当する構造が得られている。
また、これまで明らかになっている Rap1B と下流蛋白質との複合体構造は全て State-2 である。
Rap1B-GppNHp の単独構造では Switch I の Glu 37 を中心に、Thr 65 と Tyr 71 および Ala 59 との間
で多数の水素結合を形成していた (図.3B)。また、Rap1B-GDP の単独構造ではそれらにプラスして
Glu 37 と Arg 68 との間に塩橋が形成されていた(図.3A)。 
	 Ras 蛋白質の Tyr 71 の側鎖は 2 つの配向をとることが知られている。Glu 37 と水素結合し蛋白質
分子外側を向くか、蛋白内部のポケットに収まるかのどちらかである。Rap1B-GppNHp の Tyr 71
は Glu 37 と水素結合を形成し外側に向いているが、H-Ras-GppNHp の Tyr 71 はポケットに収まって
いた(図.4A)。Tyr71 に近い場所の 9 番目の残基はポケットを形成する残基の 1 つであり、Rap1B で
は Leu、H-Ras では Val である。この側鎖の大きさが内部のポケットの容量を決定し、Tyr 71 の側
鎖の向きに影響することで、State-1 および State-2 の平衡を間接的に調節している可能性が示され
た。 
	 Rap2A-GTP は、PDB に登録されている単独構造の中で Rap1B-GTP に最も一次配列が似ており、
特に Switch I および Switch II 部位の一次配列は、65 と 66 番目の残基を除き完全に保存されている。
しかしながら Rap2A-GTP の単独構造(PDB 3RAP)は、Rap1B-GppNHp とは異なり State-2 状態で得ら
れている。Rap2A は Rap1B と同様に Leu 9 を有しているが、65 番目の残基は Thr ではなく Ala であ
る。そのため、Rap2A-GTP の単独構造では Glu 37 と Ala 65 間の水素結合は形成されていない。よ
って、本水素結合の有無が Rap1B と Rap2A の結晶構造の State が異なる原因の一つではないかと考
えた。 
	 	 5	 
A B
 
図.3 Rap1B-GDP(A)と Rap1B-GppNHp(B)の Glu 37周辺の水素結合ネットワーク. 
 
4)Rap1B-GppNHp変異体の構造  
	 H-Ras と Rap2A との構造比較により、Leu 9 と Thr 65 が Rap1B の State-1/State-2 のコンフォメー
ション変化に影響を与えると考えられた。これを確かめるため、Rap1B に変異を導入した
Rap1B(L9V)-GppNHp と Rap1B(T65A)-GppNHp の結晶構造を決定し、ワイルドタイプとの構造比較
を行った。 
	 Rap1B(L9V)-GppNHp の結晶構造では Tyr71 の側鎖の電子密度がワイルドタイプの位置だけでは
なく、State-2 の構造に特徴的な位置にも確認された(図.4B)。L9V の変異によって側鎖の大きさが変
化したことにより、Tyr 71 側鎖の一部が移動したと考えられる。しかしながら、Rap1B(L9V)-GppNHp
の全体構造はワイルドタイプと同様の State-1 であり、L9V の変異は全体構造を State-2 にするには
至らなかった。 
	 一方、Rap1B(T65A)-GppNHp は、Mg2+イオンと Thr35 が配位結合を形成している State-2 に相当
する状態で結晶構造が得られた(図.4C)。また、Switch I 領域は、Rap1B と下流蛋白質の複合体構造
と同じ配向であった。よって、Glu37 と Thr65 間の水素結合は State-1/State-2 のコンフォメーション
変化において非常に重要である事が示された。 
A B C
 
図.4 Rap1Bにおける 71番目および 65番目の残基近傍の構造. A) H-Ras-GppNHp (PDB 5P21, 黒色)と
Rap1B-GppNHp (緑色)の Tyr 71周辺の構造比較. Tyr 71の側鎖の配向が異なる. B) Rap1B(L9V)-GppNHpの Tyr 
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71周辺のモデル構造と 2mFo-DFc電子密度マップ. C) Rap1B(T65A)-GppNHpの Ala 65周辺のモデル構造と
2mFo-DFc電子密度マップ. 
 
5)等温滴定型熱量 (ITC)測定  
	 Rap1B の基本的な機能を明らかにするため、ITC
を用いて代表的な下流蛋白質との相互作用解析を
行った。その結果、Rap1B のワイルドタイプでの解
離定数は概ね 1-10µM 程度であった。一方、State-2
形成に必須な Thr 35 を Ala に置換すると結合能は
消失した(表.2)。また、Thr 35 を Ser に置換すると
PLCε では結合能はほぼ消失したが、CRaf では有意
な変化はみられなかった。PLCε は Rap1B の 35 番
目の残基の近くに結合するために、変異の影響が大
きく現れたと考えられる。これら Rap1B と下流蛋
白質との相互作用は H-Ras など他の低分子量 GTP
結合蛋白質でも見られることから、Rap1B は他の低
分子量 GTP 結合蛋白質と同様に、State-2 の場合に
のみ下流蛋白質と結合するメカニズムの存在が強
く示唆された。また、L9V と T65A の測定では、PLCε を除き解離定数に大きな変化はみられなか
った。 
 
4.考察  
	 低分子量 GTP結合蛋白質の活性化と非活性化は GAPや GEFといった数々の蛋白質によって制御
されている。そして、低分子量 GTP 結合蛋白質の表面に存在する Switch I と Switch II はそれらの
蛋白質との結合に深く関与するのみならず、僅かな構造変化によって結合能を変化させ、下流蛋白
質へシグナル情報を適切に伝達する。しかし、低分子量 GTP 結合蛋白質において最も配列が保存
されている Switch I 領域が、どのように多種多様なパートナー蛋白質から特定の蛋白質を認識する
のか不明であった。 
	 ITC 測定により、Rap1B は H-Ras などと同様に State-1 および State-2 を介する活性化メカニズム
を有する事が強く示唆された。また、State-1 相当の構造として得られた Rap1B-GppNHp の構造、
そしてすでに報告されている H-Ras-GppNHp と Rap2A-GTP との構造比較より、Leu 9 と Thr 65 が
State-1/State-2 間の調節役として作用することが示唆された。また、これまで報告されている Rap1B
と下流蛋白質の複合体構造(State-2 状態)の知見を統合し、中心的な役割を果たす Glu37 残基とその
周辺の水素結合が、Rap1B の活性化を制御する一つの因子であることを示した (図.5)。 
表.2 ITCの測定結果 
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図.5 Rap1Bにおける Glu 37付近の水素結合ネットワークの変化. 
 
	 低分子量 GTP 結合蛋白質の State 間平衡を議論したこれまでの研究では、Switch I 領域の N 末端
側と C 末端側が主に注目されてきた。しかし、本研究では、配列の保存性の高い Switch I 領域とは
かけ離れた、保存性の低い蛋白質内部の残基が State-1/State-2 間を調節する因子になり得る可能性
を提示した。すなわちこれは、低分子 GTP 結合蛋白質が多種多様なパートナー蛋白質をどのよう
にして選び、調節を受け、シグナルを伝達するかという基礎的な問題に対して、新たな視点を提供
するものである。 
 
5.まとめ  
1) Rap1B-GDP 及び Rap1B-GppNHp 単独の結晶構造を高分解能で決定した。 
2) Rap1B の State-1 と State-2 間の調節には、これまで注目されてこなかった蛋白質内部の残基で
ある Leu 9 と Thr 65 の関与が強く示唆された。 
3) Rap1B の Glu 37 付近の水素結合ネットワークが、Rap1B の活性化に重要であることを示した。 
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8.用語集  
*1. Ras 
	 ラット肉腫(Rat sarcoma)から発見された、ガン遺伝子(ras)ならびにその遺伝子産物の名称。
低分子量 GTP 結合蛋白質の一種である。細胞増殖、転写、細胞の運動性の獲得、細胞死の抑
制など多くの現象に関わっている。Rap・Rho・Rab・Arf・Ran などと同じ Ras スーパーファ
ミリーに属している。また、Ras サブファミリーには H-Ras、M-Ras、K-Ras などが存在する。 
*2. GTPase 
	 グアノシン三リン酸(GTP)を加水分解する蛋白質群の総称である。Rap1B や Ras が属する低
分子量 GTP 結合蛋白質は全て GTPase 活性を持ち、自ら GTP を GDP に加水分解する。 
*3. 分子置換法 
	 X 線結晶構造解析において、類似構造を持つと予測される既知構造を用いて位相問題を解決
する手法。アミノ酸配列上 30%程度の相同性があれば、初期位相を得られる事が多い。 
*4. GppNHp 
	 Guanosine 5’[β,γ-imido]triphosphate の略称。低分子 GTP 結合蛋白質の持つ GTPase 活性によ
り加水分解されない事から、広く GTP のアナログとして用いられている。 
